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^4 (57) Abstract: The invention concerns methods for diagnosis or prognosis of Parkinson's disease in a subject Said method com- 
prises steps which consist in detecting the presence or the absence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 ho- 
mozygotic deletion. The joint presence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 homozygotic deletion indicates 
that the subject may be suffering from Parkinson's disease or shows an increased risk of developing Parkinson's disease. 
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METHODES DE DETECTION DE LA MALADIE DB PARKINSON 

La presente invention se rapporte a des methodes de diagnostic ou de 
pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet, dans lesquelles la presence 
conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de 

5 GSTM1 indique que ledit sujet peut etre atteint de la maladie de Parkinson ou bien 
presente un risque accru de developper la maladie de Parkinson. La presente 
invention concerne egalement les kits de diagnostic ou de pronostic de la maladie de 
Parkinson, et les animaux double transgeniques dans le genome desquels est inseree 
une sequence d' ADN exogene genomique portant la mutation homozygote CYP2D6- 

10 B et presentant Pinvalidation du gene GSTM1, leur precede d'obtention et leur 
utilisation afin de tester Pactivite d' agents ou de methodes destines a prevenir et/ou 
trailer la maladie de Parkinson. 

La maladie de Parkinson est un trouble neurologique qui apparait 
generalement avec Page. Les changements neurologiques a Porigine de cette maladie 

15 sont variables et encore relativement incompris. Le trouble se developpe 
generalement de fa9on asymetrique, debute par des tremblements dans une main ou 
une jambe, et progresse en une perte symetrique des mouvements volontaires. 
Eventuellement, le patient est frappe d'incapacite du fait de la sev6rit6 des 
symptomes tels que les tremblements, la bradykinesie (pauvrete des mouvements) et 

20 la rigidite musculaire. Dans les etats les plus avances, la maladie est souvent 
accompagnee de demence. 

Jusqu'a present, le diagnostic des cas aussi bien familiaux que sporadiques de 
la maladie de Parkinson n'est generalement fait qu'apres apparition des symptomes. 
Des composes anticholinergiques, le propranolol, la primidone et la L-dopa sont alors 

25 frequemment administres afin de modifier les transmissions neuronales et ainsi 
supprimer les symptomes de la maladie. Cependant, il n'existe a ce jour aucune 
thdrapie permettant de stopper ou de ralentir la progression sous-jacente de la 
maladie. Or, une telle maladie progresse souvent rapidement et perturbe de 
nombreuses fonctions vitales majeures. Le temps constitue done un facteur crucial 

30 dans le choix et P administration de differentes options de traitements. 
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La difficult^ a trouver une th6rapie s'explique notamment par le fait que 
Tetiologie de la maladie de Parkinson reste largement inconnue. II y a plusieurs 
dizaines d'annees, des facteurs environnementaux ont ete tenus pour responsables de 
la pathogenese de la maladie. Cependant, Identification ces dernieres ann6es de 
5 mutations dans trois genes differents, l'a-synucleine, la parkine et l'hydroxylase 
ubiquitin carboxy-terminale, a permis de souligner 1* importance des facteurs 
genetiques, du moins pour certains cas de parkinsonisme. Aujourd'hui, on pense que 
la maladie de Parkinson est certainement causee par des neurotoxines 
environnementales vis-a-vis desquelles certaines personnes ont une susceptibility 
10 d'origine genetique. 

Une partie de cette susceptibility semble notamment conferee par Pexistence 
de polymorphismes dans le gene CYP2D6 codant pour le cytochrome P450 2D6, 
responsable de la metabolisation de differents produits et agents environnementaux, 
parmi lesquels probablement des neurotoxines tel que le MPTP, produit chimique 

15 dont Timplication dans la maladie de Parkinson est deja connue. De nombreuses 
etudes ont ainsi rapporte Pexistence d'une association entre certaines mutations 
alleliques dans CYP2D6, en particulier avec Tallele CYP2D6-B (ou D6*4) qui 
presente une transition G -> A a la jonction intron 3/exon 4 qui entrame \ine 
deficience metabolique, et la maladie de Parkinson (Armstrong et al., The Lancet \ 

20 1992, 339, pp.1017-8 ; Smith et al., The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7 ; Kurth et al., 
Am. J. of Med. Genet, 1993, 48, pp. 166-8 ; Lucotte et al., Am. J. of Med. Genet., 
1996, 67, pp. 361-5 ; McCann et al., J. of Neurol Set, 1997, 153, pp. 50-3). On 
estime aujourd'hui qu'environ 2 a 3 % des personnes de la population generate 
portent la mutation homozygote CYP2D6-B. 

25 Par ailleurs, les glutathion S-transferases (GSTs), parmi lesquelles GSTM1, 

sont une famille d'enzymes dimeres egalement impliquees dans des processus de 
detoxification : elles catalysent la conjugaison entre le glutathion et des produits 
toxiques tels que les carcinogenes, les polluants et un large spectre de xenobiotiques. 
II a egalement ete montre que les personnes atteintes de la maladie de Parkinson 

30 avaient plus frequemment un genotype presentant la deletion homozygote de GSTM1 
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que les personnes non-malades (Stroombergen et al., Hum, & Exper. Toxicol., 1999, 
5 18, pp. 141-145). Par « delation homozygote »de GSTM1, on entend au sens de la 

presente invention que le gene GSTM1 possede ses deux alleles mutes de telle sorte 
qu'elles sont toutes les deux non-fonctionnelles, ce qui resulte en I'absence d'une 
5 proteine GSTM1 fonctionnelle. L'absence de cette proteine egalement impliquee dans 
des processus de detoxification constituerait egalement un facteur de susceptibilite a 
la maladie de Parkinson. On estime aujourd'hui qu'environ 50 % des personnes de la 
population generate presentent la deletion homozygote de GSTM1. 

La presente invention repose sur la decouverte que les sujets presentant 
10 conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et dont le genome est 
homozygote pour la deletion de GSTM1 ont un risque accru de developper la maladie 
de Parkinson, ce risque 6tant superieur k celui de sujets ne presentant que la mutation 
homozygote CYP2D6-B ou bien n'etant que homozygote pour la deletion de 
GSTM1, comme rapporte dans les etudes mentionnees ci-avant. 

15 Cette decouverte est particulierement interessante car elle permet de confirmer 

et/ou de pronostiquer la severite de Tatteinte chez les patients pour lesquels la 
maladie de parkinson a d6j& ete diagnostiqu^e ainsi que l'efficacite probable des 
traitements envisages, ou encore de pronostiquer les risques d'apparition de la 
maladie chez des sujets ne presentant pas de symptomes de la maladie de Parkinson. 

20 La pr6sente invention a ainsi pour premier objet une m6thode de diagnostic ou 

de pronostic la maladie de Parkinson chez un sujet. Ladite methode comprend les 
etapes de detection de la presence de la mutation homozygote CYP2D6-B d'une part, 
et de la delation homozygote de GSTM1 d'autre part. La presence conjointe de la 
mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 indique 

25 que le sujet peut etre atteint par la maladie de Parkinson ou bien presente un risque 
accru de developper la maladie de Parkinson. Des sujets appropries peuvent etre 
choisis par exemple parmi : 

- les personnes qui ne presentent pas les symptomes de la maladie de 
Parkinson, 
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- les personnes chez lesquelles le risque de developper la maladie de 
Parkinson a dej& 6te detecte, mais qui ne presentent pas encore les sympt6mes 
de la maladie, et 

- les personnes qui ont prealablement 6te diagnostiques comme etant atteintes 
de la maladie de Parkinson pour lesquelles une confirmation du diagnostic est 
souhaitee. 

Les 6tapes de detection, simultanee ou non, de la presence ou de 1* absence de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 sont 
effectuees directement ou indirectement par tout moyen approprie a partir 
10 d'echantillons biologiques. 

La presente invention concerne done egalement une m6thode de criblage 
d'echantillons biologiques preleves sur des sujets, notamment des sujets ne presentant 
pas de symptomes de la maladie de Parkinson, pour detecter la presence 
d'echantillons de sujets fortement susceptibles de developper la maladie de 
15 Parkinson, ledit criblage comprenant la recherche, de maniere simultanee ou non, 
dans lesdits Echantillons biologiques, de la presence conjointe de la mutation 
homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTML 

Lesdits Echantillons contenant les ADN ou les proteines a identifier peuvent 
€tre de diverses origines. II peut s'agir par exemple d'echantillons de sang, de sperme, 

20 de cheveux (avec leurs racines) ou de tout autre echantillon contenant des cellules 
nucleees. De preference, les echantillons biologiques analyses sont des echantillons 
de sang. Dans ce cas, l'ADN k identifier est preleve des leucocytes. Au sens de la 
presente invention, on entend par « echantillon biologique » soit des echantillons 
directement issus du sujet pour lequel on souhaite un diagnostic ou un pronostic sans 

25 autre transformation, soit des echantillons ayant subit une ou plusieurs etapes de 
preparation de fapon a n'en conserver qu'une fraction utile pour les etapes de 
detection, par exemple un extrait cellulaire brut. 

La detection des mutations dans CYP2D6 et GSTM1 peut etre effectuee soit 
par detection de la seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B et de la presence 



5 
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ou de l'absence de GSTM1, soit par detection de la presence ou de l'absence de 
l'ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et de l'ADN presentant la 
deletion homozygote de GSTM1. 

Dans le cas de la detection de la proteine CYP2D6-B, on entend detecter au 
5 sens de la presente invention la proteine CYP2D6-B seulement a Texclusion de toute 
autre forme mut6e ou sauvage. Cela correspond done a un individu possedant une 
ADN comprenant la mutation homozygote CYP2D6-B. Dans toute la suite, on 
utilisera les termes de « detection de la seule presence ou non de la proteine 
CYP2D6-B ». 

10 Les etapes de detection des proteines CYP2D6 et de GSTM1 ou des ADN 

codant pour CYP2D6-B et GSTM1 peuvent etre effectuees selon des methodes 
directes ou indirectes bien connues de l'homme de Tart. En outre, lesdites etapes de 
detection de la presence ou de Pabsence des proteines CYP2D6-B et GSTM1 ou des 
ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion 

15 homozygote de GSTM1, peuvent egalement etre effectuees simultanement ou non 
pour chacun des deux genes. 

Si un echantillon biologique presente la proteine mut6e CYP2D6-B a 
l'exclusion de toute autre forme mutee ou sauvage, ou bien contient de l'ADN portant 
la mutation homozygote CYP2D6-B, cela signifie plus pr^cis^ment que l'6chantilion 

20 analyse ne contient que la proteine mutante ou que l'ADN mutant, e'est-a-dire 
qu'aucune trace de la proteine ou de l'ADN sous forme sauvage ou sous une autre 
forme mutee n'a 6te detectee. De meme, un Echantillon correspondant a un sujet 
possedant la del6tion homozygote de GSTM1 est, au sens de la presente invention, un 
echantillon dans lequel aucune trace de la proteine fonctionnelle GSTM1 n'a ete 

25 detectee. 

En ce qui concerne les techniques permettant de detecter ou d'identifier la 
presence ou l'absence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la delation homozygote de GSTM1, il peut s'agir par exemple de 
combinaisons des techniques de Reaction de Polymerisation en Chaine (« PCR »), de 
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« Southern Blotting », de Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction 
(« RFLP »), et/ou de sequen?age direct des produits de la PCR. Toutes ces techniques 
sont maintenant bien connues de l'homme de Part. D'une maniere generate, toutes les 
techniques d' identification des ADN codant pour CYP2D6-B et GSTM1 qui peuvent 
5 etre employees dans le cadre de la presente invention comprennent une etape 
prealable de collecte du ou des echantillons biologiques contenant les ADN a 
identifier et une etape d' extraction de l'ADN genomique selon les techniques 
standard bien connues de l'homme de Tart, par exemple selon la methode de Smith et 
al. {The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7). 

10 Succinctement, II est possible d'utiliser la technique de PCR qui consiste tout 

d'abord a synth6tiser des oligonucleotides complementaires de la sequence des 
regions qui delimitent le segment d'ADN a amplifier (encore appeles « amorces »). 
Ces oligonucleotides servent d' amorce a la DNA polymerase. Puis, on entreprend les 
6tapes de d6naturation par la chaleur (92-95°C) pour separer les deux brins d'ADN, 

15 d'hybridation avec les deux amorces specifiques grace a un abaissement de la 
temperature (50-55°C) et d'extension des amorces avec une DNA polymerase a 70- 
72°C. 

Pour obtenir k la fois une plus grande sensibilite et une meilleure specificite, il 

» 

est egalement possible d'effectuer deux PCR successives en utilisant deux couples 
20 d'amorces difierents (« nasted PCR ») : un premier couple d'amorces externes qui 
permet d'obtenir un fragment d'ADN amplifie comme en PCR classique et un second 
couple d'amorces internes pour amplifier le fragment d'ADN obtenu de la premiere 
PCR. 

Afin de determiner Pempreinte genetique de la region souhaitee, les fragments 
25 d'ADN obtenus par PCR peuvent egalement etre separes par 61ectrophor£se selon 
leur taille et visualises grace au BET (bromure d'ethidium) et aux rayons ultraviolets. 

Une possibility particuherement interessante dans le cas present consiste a 
effectuer une PCR avec un premier « primer » ayant a son extremite 3' la sequence de 
nucleotides mutee, et un second « primer » ayant a son extremite 3 ' la sequence de 
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nucleotides sauvage. La difference de temperature de denaturation dans ces deux cas, 
et en consequence d'efficacite d'amplification, permet de distinguer PADN mutant de 
l'ADN sauvage. 

Selon une autre alternative, les fragments d'ADN amplifies sont directement 
5 identifies par une technique de « Dot » qui consiste a deposer un echantillon des 
fragments d'ADN produits de la PCR sur un filtre de nylon, a effectuer la 
denaturation des fragments d'ADN, leur hybridation avec une sonde specifique 
radioactive, un lavage pour eliminer l'exces de produit radioactif non-fixe et la 
realisation d'un autoradiogramme. La revelation peut egalement etre faite par d'autres 
10 moyens grace a l'emploi de sondes specifiques comportant un marqueur autre que 
radioactif, par exemple un colorant ou encore un marqueur fluorescent. 

Selon une autre alternative, il est egalement possible de detecter la presence 
ou Pabsence de mutations des ADN codant pour CYP2D6 et GSTM1 par s&juenfage 
direct de tout ou partie des fragments d'ADN amplifies. Un tel proc6de consiste a 
15 determiner la sequence nucleotidique au niveau des positions polymorphes des genes 
CYP2D6 et GSTM1. Le sequen9age peut etre effectu6 par toute m£thode connue de 
1'homme de Part, par exemple par la methode de Sanger ou bien par la methode de 
Maxam et Gilbert. 

Selon une autre alternative, la detection de la presence ou Pabsence des ADN 
20 portant la mutation homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de 
GSTM1 peut etre effectuee en utilisant la technique de « Southern Blotting » qui 
consiste a effectuer une electrophone des fragments d'ADN obtenus apres une 
attaque par une ou plusieurs enzymes de restriction. Le gel est ensuite denature et un 
transfert est opere sur une membrane de nylon. Cette membrane est destinee a etre 
25 hybridee avec une sonde specifique. Apres lavage pour eliminer l'exces de produit 
radioactif non fixe, le film est applique sur la membrane. II peut ainsi etre deceie une 
ou plusieurs bandes correspondant aux fragments d'ADN reconnus par la sonde. 



D est egalement possible d'utiliser la technique de la RFLP associee a la 
technique de Southern Blotting et/ou de PCR pour detecter la presence ou Pabsence 
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des mutations d'interet dans CYP2D6 et GSTM1. La RFLP permet de comparer les 
ADN de differents individus et de rechercher si des mutations ponctuelles faisant 
apparaJtre ou disparaitre des sites de restriction se sont produites. Deux ADN de 
sequence identique traitees par des enzymes de restriction donneront des fragments 
5 identiques, et les Southern Blot obtenus avec ces fragments seront done identiques. 
Au contraire, si un site de restriction a disparu ou bien est apparu a la suite d'une 
mutation, les fragments n'auront plus des tailles identiques ce qui sera visible sur les 
autoradiogrammes. II en est de meme si un nouveau site de restriction est apparu k la 
suite d'une mutation. 

10 Selon la presente invention, il est egalement possible d'utiliser des m&hodes 

indirectes pour determiner la presence ou l'absence des ADN portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de GSTM1. Par 
exemple, si on detecte CYP2D6-A, e'est que le sujet n'est pas homozygote CYP2D6- 
B, ou encore, si on detecte CYP2D6-A et CYP2D6-C, e'est que le sujet ne comporte 

1 5 pas la mutation CYP2D6-B pour aucun des deux alleles. 

Toutes les techniques decrites ci-avant sont bien connues de Phomme de Tart. 
Naturellement, toute autre technique connue et 6galement appropriSe pour la 
detection de la presence ou de l'absence de mutations de l'ADN codant pour 
CYP2D6 et GSTM1 peut etre employee. On peut a ce titre par exemple citer les 

20 techniques de « Ligase Chain Reaction », « Strand Displacement Amplification », 
« Transcription-based Amplification » etc. . . De fa9on avantageuse, lesdites etapes de 
detection sont effectuee par PCR, RFLP, Southern Blotting et/ou une combinaison de 
ces techniques, conform6ment aux methodes decrites dans la litterature (voir par 
exemple : Gough et al., Nature, 1990, 347, p.773 ; Kagimoto et al., J. Biol Chem., 

25 1990, 265, p. 17209 ; Wolf et al., The Lancet, 1990, 336, p. 1452 ; Hayashi et al., 
Nucleic Acids Res., 1991, 19, p. 4797 ; Daly et al., Phaimacogenetics, 1991, 1, p. 33 ; 
Spurr et al., Methods Enzymol, 1991, 206, p. 149 ; Armstrong et al., The Lancet, 
1992, 339, p. 1017 ; Kurth et al., Am. J. of Med Genet., 1993, 48, p. 166; Lucotte et 
al., Am. J. of Med Genet., 1996, 67, p. 361 ; McCann et al, J. Neurol Sci., 1997, 

30 153, p. 50 ; Stroombergen et al., Hum. & Exper. Toxicol, 1999, 18, p. 141). 
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Selon une variante de Pinvention, il est possible de detecter la seule presence 
ou non de la prot&ne CYP2D6-B et la presence ou Pabsence de la proteine GSTM1 
dans les Schantillons bioiogiques collects. Dans ce cas, il est possible d'utiliser 
d'une part des anticoips qui se lient selectivement a CYP2D6-B et qui ne presentent 
5 essentiellement aucune liaison aux autres prolines isoformes de CYP2D6 dans les 
memes conditions, et d'autre part des anticoips qui se lient selectivement a GSTM1. 
Afin de detecter si un sujet est homozygote ou heterozygote pour CYP2D6-B, il est 
egalement possible d'employer plusieurs anticorps specifiques des differentes 
mutations de CYP2D6. 

De tels anticorps peuvent etre obtenus selon les techniques connues de 
Phomme de Tart. Par exemple, les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon 
les techniques de Kohler et Mildstein {Nature 1975, 265, pp. 495-7). Pour ce faire, les 
prolines homozygotes CYP2D6-B et GSTM1 peuvent 6tre obtenues a partir d'un 
sujet homozygote pour CYP2D6-B et GSTM1. Elles sont ensuite purifiees selon la 
technique decrite par Rail et al. {Methods in EnzymoL, 1986, 128, p. 273) et utiiisees 
comme immunogenes pour la production d' anticorps monoclonaux et polyclonaux. 
Selon une variante, un fragment seulement des prolines CYP2D6-B et GSTM1 peut 

■ 

etre utilise comme immunogene. 

Au sens de la presente invention, on entend par « anticorps » tous les types 
20 d'immunoglobulines, y compris les IgG, IgM, IgA, IgD et IgE. Les anticorps utilises 
peuvent etre monoclonaux ou polyclonaux. Ds peuvent etre d'origihe naturelle ou 
bien etre des anticorps chimeres, ou encore ils peuvent inclure des fragments 
d'anticorps tels que des fragments Fab. 

La reaction immunologique mise en jeu pour la detection de la seule presence 
25 ou non de la proteine CYP2D6-B et de la presence ou de Pabsence de la proteine 
GSTM1 consiste de maniere generate a mettre en contact les anticorps specifiques et 
des marqueurs detectables avec Pechantillon biologique. Lorsque le/les anticorps(s) 
se lie(nt) aux proteines presentes dans Pechantillon, le signal emis par le marqueur est 
modifi6. La reaction immunologique et la detection du signal emis par le marqueur 
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peuvent etre effectuees soit de fa9on homogene dans une mSme solution, soit de 
fa9on heterogene. Dans ce dernier cas, le/les anticorps sont immobilises sur un 
support solide (billes, plateau. . .) et mis en contact avec une solution de Pechantillon 
biologique, puis le signal emis soit par le support solide soit par la solution est 
5 examine. Selon la presente invention, les marqueurs emettant un signal peuvent etre 
choisis parmi les marqueurs classiques bien connus de Phomme de Part, notamment 
des marqueurs radioactifs, des marqueurs fluorescents ou encore des marqueurs 
enzymatiques. 

* 

La encore, il est 6galement possible d'utiliser des methodes indirectes pour 
10 determiner la seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B et la presence ou 
Pabsence de la proteine GSTM1. De meme, la detection de la seule presence ou non 
de la proteine CYP2D6-B et la presence ou Pabsence de la proteine GSTM1 peuvent 
etre effectuees simultanement ou non. Naturellement, toute autre technique connue et 
6galement appropriee peut etre employee. II existe notamment de nombreuses 
15 vaiiantes des tests immunologiques decrits ci-avant qui peuvent etre avantageusement 
employees. 

Toutes ces methodes de detection sont particulierement utiles car elles 
constituent la base permettant de determiner si un sujet peut etre atteint par la maladie 
de Parkinson ou bien pr6sente un risque accru de developper la maladie de Parkinson. 

20 Ainsi, un autre objet de la presente invention concerne une methode d'analyse 

d'echantillons biologiques prelev6s sur un sujet qui consiste a : 

a) determiner le genotype pour CYP2D6 et GSTMl dudit sujet, et 

b) convertir les donnees obtenues en a) afin de pronostiquer le risque dudit sujet 
de developper la maladie de Parkinson et Pefficacite de traitements 

25 therapeutiques envisageables pour cette maladie. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne egalement les kits de 
diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet. 

De tels kits peuvent se presenter sous forme d'un emballage compartimente de 
fa9on a recevoir diff6rents recipients tels que par exemple des ampoules ou des tubes. 
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Chacun de ces recipients comprend les differents elements necessaires pour effectuer 
la detection de la presence ou de 1' absence de l'ADN portant la mutation homozygote 
CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de GSTM1, ou pour effectuer la 
detection de la seule presence ou non de la proline CYP2D6-B et la presence ou 
5 Tabsence de la proteine GSTM1, individuellement ou melanges. Lesdits elements 
permettant d'effectuer la ou les reactions de detection sont choisis parmi ceux decrits 
ci-avant. II peut s'agir par exemple : 

d* amorces hybridant une region definie de CYP2D6-B, d' amorces 
hybridant une region definie de GSTM1 et eventuellement les moyens 
0 n£cessaires a la realisation d'une reaction d' amplification, 

de sondes oligonucleotidiques, eventuellement immobilisees sur un 
support et comprenant un marqueur detectable, et eventuellement les 
reactifs necessaires a la realisation d'une reaction d'hybridation, 
ou encore d'anticorps capables de se lier seiectivement a GSTM1 
15 eventuellement immobilises sur un support, d'anticorps capables de se lier 

seiectivement a CYP2D6-B ou a d'autres mutations de CYP2D6 
eventuellement immobilises sur un support, et eventuellement les reactifs 
necessaires a la realisation d'une reaction immunologique. 

20 Un autre objet de la presente invention est une methode de traitement de la 

maladie de Parkinson caracterisee en ce qu'elle comprend : 

-une ou plusieurs etapes, simultanees ou non, de detection de la presence conjointe de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 chez 
un sujet, et 

25 ^'administration d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur 
activite k 1'encontre de la maladie de Parkinson chez un sujet presentant 
conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et la deletion homozygote de 
GSTM1. 

30 La presente demande est en outre relative a Putilisation d'ini compose, ou 

d'un melange de composes connus pour leur activite a Pencontre de la maladie de 
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Parkinson pour la fabrication d'un medicament pour le traitement d'un sujet atteint 
par la maladie de Parkinson, chez lequel la presence conjointe de la mutation 
homozygote CYP2D6-B et de la delation homozygote de GSTM1 a ete mise en 
evidence pr^alablement au traitement. 

5 Lesdits composes connus pour leur activite k 1'encontre de la maladie de 

Parkinson peuvent etre la levodopa, ou encore des des inhibiteurs selectifs de la 
monoamine oxydase MAO-B, enzyme de degradation de la dopamine dans le 
cerveau, tels que rasagiline ou selegiline. Us peuvent aussi etre des inhibiteurs de la 
catechol-O methyl-transferase (COMT), eventuellement en association avec la 
10 tevodopa. lis peuvent encore Stre, outre la 16vodopa, pr£curseur de la dopamine, des 
agonistes dopaminergiques, tels que les produits suivants : bromocriptine , 
cabergoline, adrogolide, L-dopa, dopadose, ropinirole, pramipexole, rotigotine, 
spheramine, ou uridine. 

Les composes de Tassociation peuvent etre administres par voie orale, parenterale, 
1 5 transdermale ou rectale soit simultanement soit separement soit de fa?on etalee dans 
le temps. 

Les composes sont formules sous forme de compositions phannaceutiques contenant 
1 ! association de un ou plusieurs composes tels que definis precedemment avec un 
v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

« 

20 Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre utilises des 
comprimes, des pilules, des poudres (ceqpsules de gelatine, cachets) ou des granules. 
Dans ces compositions, les principes actifs sont melanges a un ou plusieurs diluants 
inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d'argon. 
Ces compositions peuvent 6galement comprendre des substances autres que les 

25 diluants, par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le stearate de magnesium ou 
le talc, un colorant, un enrobage (dragees) ou un vernis. 



Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops et des elixirs 
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phacmaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que l f eau, 
1'ethanol, le glycerol, les huiles vegetales ou l'huile de paraffine. Ces compositions 
peuvent comprendre des substances autres que les diluants, par exemple des produits 
mouillants, edulcorants, 6paississants, aromatisants ou stabilisants. 

5 Les compositions steriles pour administration parent6rale, peuvent etre de preference 
des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. Comme 
solvant ou vehicule, on peut employer l'eau, le propyldneglycol, un 
polyethyleneglycol, des huiles vegetales, en particulier lTiuile d'olive, des esters 
organiques injectables, par exemple Poleate d'ethyle ou d'autres solvants organiques 

10 convenables. Ces compositions peuvent 6gaiement contenir des adjuvants, en 
particulier des agents mouillants, isotonisants, 6mulsifiants, dispersants et stabilisants. 
La sterilisation peut se faire de plusieurs fa9ons, par exemple par filtration 
aseptisante, en incorporant a la composition des agents sterilisants, par irradiation ou 
par chauffage. Elles peuvent egalement etre preparees sous forme de compositions 

1 5 solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de Temploi dans de l'eau sterile 
ou tout autre milieu sterile injectable. 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les capsules 
rectales qui contiennent, outre le produit actif, des excipients tels que le beurre de 
cacao, des glyc^rides semisynth&iques ou des polyethyleneglycols. 

20 Les compositions pharmaceutiques renfermant l'association telle que definie 
prec6demment contiennent generalement 0. 1 ^500 mg de compose. 

Les doses dependent de Teffet recherche, de la duree du traitement et de la voie 
d ! administration utilisee; elles sont generalement de 0,1 a 500 mg par jour par voie 
orale pour un adulte de copmpose. 

25 D*une fa?on generale, le medecin determinera la posologie appropriee en fonction de 
Tage, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a traiter. 
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La presente invention concerne en outre un nouveau modele animal de la 
maladie de Parkinson exprimant la proline CYP2D6-B k P exclusion de toute autre 
forme mutee ou sauvage et n' exprimant pas la proteine GSTM1. Plus pr6eisement, la 
presente invention concerne un nouveau modele d'animal transgenique dans le 
5 genome duquel est insure au moins une sequence d'ADN exogene portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B de telle sorte que la fonction du gene CYP2D6 est modifiee, 
et dont le gene GSTM1 est inactive. Encore plus precisement, la presente invention 
concerne un nouveau modele d' animal transgenique qui est knock-out (KO) ou knock- 
in (KI) pour CYP2D6 et qui est knock-out pour GSTM1 

10 On entend par animal transgenique tout animal non-humain pr6sentant vine 

modification artificielle de son genome. La modification du genome peut r^sulter 
d'une alteration ou d'une modification de un ou plusieurs genes par « knock-in » ou 
par « knock-out » (inactivation/modification de genes par recombinaison homologue). 
Cette modification peut Stre due a Taction d'agents alterants ou mutagenes classiques 

15 ou bien effectuee par insertion stable d'une cassette d'expression permettant 
P expression d'un gene hybride. En particulier, on peut par exemple operer selon des 
methodes identiques ou analogues a celles decrites dans les demandes WO 01/02552 
ou encore WO 01/13176. 

La modification du genome peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) 
20 ou d'un remplacement de gene(s) dans sa (leur) forme sauvage ou mutee. 

Les modifications sont avantageusement effectuees sur des cellules souches 
reproductrices de telle sorte que Panimal transgenique obtenu est KO ou KI pour 
CYP2D6 et KO pour GSTM1. 

A Theure actuelle, la modification du genome en utilisant la technologie 
25 « knock-in » et « knock-out » est limitee a la souris comme modele du fait que seules 
les cellules souches (dites cellules « ES ») ayant la capacite de coloniser la lign^e 
germinale issue de Tembryon de souris sont disponibles. Lorsque les lignees 
cellulaires ES seront 6tablies pour d'autres especes, ces technologies pourront 
facilement 6tre appliquees par Phomme de Part a ces autres especes pour generer des 
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modeles KO et/ou KI. De plus, les approches basees sur 1 'utilisation 
d'oligonucl6otides (ADN, ARN ou hybrides) seuls ou lies a des enzymes modifiant 
1' ADN/ARN, peuvent Stre utilises pour introduire une modification/mutation definie 
a un locus predetermine dans le genome. Meme des irradiations ou des mutagenes 
5 chimiques qui induisent des modifications aleatoires dans le genome peuvent etre 
employees s'ils sont combines avec un jeu efficace de marqueurs biologiques 
(phenotype) et avec une procedure de clonage positionnel a haut debit. 

L'approche la plus directe pour la modification du genome d'animaux de 
laboratoire (souris, rats, vaches, cochons, moutons...) est cependant 1' integration 

10 al£atoire de transgenes par microinjection d' ADN linearise dans un ou deux pronuclei 
d'ovocytes fertilises a l'etape de cellule unique (de preference pour £viter la 
generation d'animaux chimeriques bien que Tinjection au stade deux cellules ou plus 
puisse 6galement Stre mise en oeuvre). En r£gle generale, un transgdne est compose de 
deux parties : les elements de regulation qui imposent le controle spatio-temporel de 

15 l'expression de l'ARN code par i'ADNc, et ledit ADN juxtapose (ADNc ou fragment 
g£nomique). Ces deux elements (T element de regulation et TADN codant pour la 
proteine desiree) peuvent etre homologues ou bien heterologues du genome cible. Les 
animaux transgeniques concern^s sont d'une maniere generale choisis parmi les 
mammiferes non-humains. II peut s'agir par exemple de murins, a savoir les souris, 

20 les rats et les cobayes, de lapins, de chats, de chiens, d'ovins, ou encore de bovins. De 
preference, il s'agit de murins, de rats ou de lapins obtenus selon les techniques 
classiques de transgenese. D'autres objets de la presente invention sont des lignees de 
cellules souches et lign£es de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules 
souches, dans le genome desquels est inseree au moins une sequence d'ADN exogene 

25 genomique portant la mutation homozygote CYP2D6-B et dont le gene GSTM1 est 
inactive. Les technologies mentionnees ci-avant peuvent etre appliquees pour gen6rer 
des modeles animaux reproduisant les modifications genetiques trouvees chez les 
patients humains ou chez les individus « a risque » pour le developpement de la 
maladie de Parkinson. Succinctement, Tobtention des animaux transgeniques, des 
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lign^es de cellules souches et lignees de cellules differenciees selon V invention 
consiste en un procede mettant en oeuvre les etapes suivantes : 

a) la generation d'animaux transgeniques exprimant la proteine CYP2D6-B 
humaine a l'exclusion de toute autre forme sauvage ou mutee par insertion par 

5 recombinaison homologue d'un ADNc codant pour la proline CYP2D6-B 

dans le gene correspondant de Tanimal (Pinsertion du transgene est ciblee 
imm6diatement aprds le promoteur du gene de V animal de fa9on a imposer le 
proftl d'expression correct au transgene et a empecher l'expression du gene 
endogene de l'animal : KO) ou bien par insertion de la mutation specifique 
10 decrite dans la prSsente invention correspondant au gene isoforme CYP2D6-B 

humain dans le gene endogene de T animal (la modification est faite par 
recombinaison homologue dans les cellules souches : KI), 

b) la generation d'animaux transgeniques ayant la fonction de GSTM1 inactivee 
par coupure du g&ie animal homologue du gene GSTM1 humain par 

1 5 recombinaison homologue dans les cellules souches selon la technologie KO 

(idealement, la cassette de coupure est ciblee de fafon a remplacer la partie 3' 
du promoteur et du premier exon codant afin d'empecher toute possibility 
d'obtenir des versions tronquees ou des isoformes d'epissage du gene animal), 

c) la g6n6ration d'animaux double transgeniques en introduisant les 
20 modifications decrites ci-avant en a) et en b) dans leur genome. 

Les animaux doubles transgeniques ainsi obtenus reproduisent le genotype 
observe chez les patients atteints par la maladie de Parkinson ou « a risque ». Le 
controle du genotype pour CYP2D6 et GSTM1 de Tanimal nouveau-ne ainsi obtenu 
peut etre effectue en utilisant les techniques ddja d6crites ci-avant, notamment en 
25 utilisant une reaction d' amplification (PGR) et/ou de Southern. 

Selon une variante de la pr6sente invention, lesdits animaux transgeniques 
peuvent en outre exprimer une autre ou des autres proteine(s) peu ou pas actives et qui 
a/ont ete determinee(s) comme etant impliquee(s) dans la maladie de Parkinson (par 
exemple la proteine Parkine). 

30 De tels animaux transgeniques sont particulierement interessants car ils 

fournissent un modele avantageux pour la comprehension de la maladie de Parkinson 
qui reproduit tres fidelement les caracteristiques de la maladie de Parkinson. En 
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comparaison des modeles connus, ce module permet notamment la mise en Evidence 
de composes particulierement adaptes au traitement de la maladie de Parkinson, 
notamment telle que decrite chez Thomme. Ces composes peuvent etre des molecules 
chimiques, des molecules peptidiques ou proteiques, des anticoips, des molecules 
5 chimeriques ainsi que des ADNs antisens ou des ribozymes. 

Les composes ainsi mis en evidence peuvent etre utilises comme medicament, 
tels quels ou en association avec un v6hicule pharmaceutiquement acceptable afin 
d'obtenir une composition pharmaceutique. II peut s'agir en particulier de solutions 
salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 

10 ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), st6riles, isotoniques, ou de 
compositions s^ches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
Les injections pouvant etre r^alisees par voie st^reotaxique, topique, orale, 
parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

15 transdermique, etc. 

La mise en evidence des composes d^crits prec6demment repose sur la mise 
en contact, notamment par une administration telle que par exemple une injection, du 
modele animal de Tinvention avec un compose ou un melange de composes 
suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des composes 
20 notamment au niveau cerebral du modele sur differents changements biochimiques 
et/ou histologiques. 

Outre le fait de pouvoir tester in vivo des composes therapeutiques permettant 
de prevenir, d'attenuer ou de guerir la maladie de Parkinson, ces animaux 
transgeniques permettent egalement de disposer d'un modele animal de la maladie de 
25 Parkinson utile pour cribler des facteurs environnementaux qui induisent ou accelerent 
la pathogenese, ou encore pour etudier le comportement lors du developpement de la 
maladie et etudier les divers mecanismes biologiques qui sont impliques, par exemple 
dans le but de V etude de nouveaux medicaments ou la determination des quantites 
efficaces de medicaments et de la toxicit6. Ainsi, tin autre objet de la presente 
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invention concerne Putilisation d'un animal transg6nique, de lignees de cellules 
souches ou de lignees de cellules differenciees tels que definis ci-avant pour tester 
Pactivite de composes ou de m&hodes destinees a prevenir et/ou traiter la maladie de 
Parkinson. Un autre objet de Pinvention concerne une cellule extraite des animaux 
5 transgeniques tels que decrits precedemment ainsi que son utilisation pour la mise en 
evidence de composes destines au traitement de la maladie de Parkinson. 

La mise en evidence de composes decrits precedemment repose sur la mise en 
contact de cellules extraites du modele animal de Pinvention avec un compose ou un 
melange de composes suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les 
10 effets des composes au niveau des cellules entieres, dans des homogenats de cellules 
ou sur une fraction sub-cellulaire, sur differents parametres tels que la mort cellulaire 
par exemple. 

Outre les dispositions qui pr6cddent> la pr^sente invention comprend egalement 
d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures qui 
15 suivent, et qui doivent etre considers comme illustrant l'invention sans en limiter la 
portee. 

EXEMPLES 

Exemnle 1 : Etude d » gfriotvne pour CYP2D6 et GSTM1 dans un echantillon de 
103 patients 

20 103 patients (54 hommes et 49 femmes) sans liens de parentes entre eux et 

tous atteints de la maladie de Parkinson ont et6 recrutes dans des hopitaux et cliniques 
de la region Champagne- Ardenne en France. 

La maladie de Parkinson avait ete cliniquement diagnostiquee pour tous ces 
patients selon les criteres acceptes en la matiere, a savoir la presence d'au moins 2 des 
25 caracteristiques principales de la maladie de Parkinson : tremblements, bradykin6sie 
(pauvrete des mouvements), rigidite musculaire et deterioration des reflexes. Tous les 
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patients rSagissaient positivement k la L-dopa. La moyenne d'age des patients au 
debut de la maladie etait de 65,7 ans (6cart : 25-88 ans). 

1 0 ml de sang ont ete obtenus de chaque patient, apres consentement eclair6. 
I/ADN g&iomique a alors ete isole des leucocytes peripheriques, en utilisant une 
5 procedure standard de digestion a la proteinase K et d' extraction phenol-chloroforme. 

1. Methode moleculaire 

Une combinaison de Southern Blotting, de PCR et de RFLP des produits de la 
PCR a ete employee pour Panalyse du genotype de CYP2D6 qui compte 5 mutations 
alleliques differentes entrainant une deficience metabolique : 

10 la mutation CYP2D6-D (D6*5) a ete detectee apres restriction par 

l'enzyme Xbal par hybridation Southern Blotting avec une sonde 
d'ADNc humain CYP2D6 (Gaedigk et al., Am. J. Hum. Genet., 1991, 48, 
pp. 943-950), 

la mutation CYP2D6-B (D6*4) a ete detectee par simple PCR et RFLP du 
15 produit de la PCR avec l'enzyme Mval (Gough et al., Nature, 1990, 347, 

pp. 773-776), 

la mutation CYP2D6-T (D6*6) a ete detectee par simple PCR et RFLP du 
produit de la PCR avec l'enzyme Bsrl (Saxena et al., Hum. Mol. Genet., 
1994, 3, pp. 923-926), 

20 - Les mutations CYP2D6-A (D6*3) et CYP2D6-C (D6*9) ont ete detectees 

a l'aide de primers originaux specifiques de sequence SEQ ID N°l [5'- 
GATGAGCTGCT AACTGAGCCC-3 ' et SEQ ID N°2 5'- 
GCAAGGTCCTACGCTTCCAA-3 ' pour CYP2D6-A (D6*3) et SEQ ID 
N°3 5 '-CCGTTCTGTCCCGAGTAT-3 ' et SEQ ID N°4 5'- 

25 GGCTATCACCAGGTGCTG-3' pour CYP2D6-C (D6*9)] et par RFLP 

avec 1' enzyme Mspl. 
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La delation du gene GSTM1 a ete determine par PCR de TADN g6nomique 
en utilisant la m6thode decrite par Brokmoller et al. {Cancer Res., 1994, 54, pp. 4103- 
4111). 

2. Genotype pour GSTM1 et CYP2D6 

5 Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 1 ci-dessous. Ce tableau 

resume le genotype pour CYP2D6 et GSTM1 chez les 103 patients etudies. « wt » 
signifie « wild type allele » (allele sauvage) et les chiffres 3, 4, 5, 6 et 9 correspondent 
respectivement aux mutations CYP2D6-A, CYP2D6-B, CYP2D6-D, CYP2D6-T et 
CYP2D6-C. En outre le symbole « (-) » signifie que le gene GSTM1 presente une 

10 deletion homozygote, et le symbole « (+) » signifie que le gene GSTM1 ne presente 
pas line delation homozygote. 
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Gbne 


Genotype (%) 


CYP2D6 


wt/wt wt/4 4/4 wt/5 wt/3 wt/9 4/5 . 4/9 wt/6 
49(48,5) 30(28,2) 7(6,8) 6(5,8) 4(3,9) 4(3,9) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 


GSTM1 


GSTM1 GSTM1 

(-) (+) 
5 1 (49,5) 52 (50,5) 



Tableau 1 : Genotypes pour CYP2D6 et GSTM1 chez les patients atteints de la 

maladie de Parkinson 



53 des patients atteints de la maladie de Parkinson de la serie presentent au 
5 moins une mutation allelique de CYP2D6 (soit 51,5 %), les autres patients ayant un 
genotype sauvage (« wt/wt »). Le genotype mutant le plus frequent est wt/4 
(CYP2D6-B) dans 28,2 % des cas, 7 patients etant homozygotes 4/4. Les mutants 
h<§t6rozygotes autres que wt/4 (c'est-a-dire wt/3 ou 9 ou 5 ou 6) concement un total 
de 14,6 % des patients de la s6rie, les patients heterozygotes ayant les 2 alleles du 
10 gene CYP2D6 mutSes (c'est-a-dire 4/9 et 4/5) representant 2 % des cas. 

L'allele le plus frequent de la s6rie est CYP2D6-B (D6*4) dans 21,8 % des 
cas, les autres mutations ne representant que moins de 5 % des cas. 

Si on d6signe par p la frequence de l'allele sauvage (« wt ») et par q celle de 
r ensemble des alleles mutants (homozygotes 4/4, heterozygotes 4/9 et 4/5), les 
15 frequences g^notypiques au polymorphisme CYP2D6 sont en equilibre de Hardy- 
Weinberg complet (X 2 = 0) dans la serie. L' equilibre de Hardy- Weinberg est 
egalement respecte pour Tallele CYP2D6-B seul dans la serie (X 2 = 0,98) ainsi que 
pour tous les autres alleles mutants de CYP2D6 consideres separement. II n'y a done 
pas de biais selectif ou d'echantillonnage dans cette serie de patients. 

20 51 patients (49,5 %) des patients presentent une deletion homozygote du gene 
GSTM1. La technique de PCR utilisee dans la presente etude ne permet pas de 
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differencier les patients ne presentant pas de deletion de GSTM1 des patients 
presentant seulement une deletion heterozygote de GSTML 

Si on designe par p la frequence allelique (-) dans la serie de patients 6tudiee 
et par q la frequence d'alldles non-del6t£s, Papplication de l'equilibre de Hardy- 
5 Weinberg donnep 2 = 0,495 (p = 0,704), q (= l-/>) = 0,296, 2pq = 0,417 et q 2 = 0,088. 
La frequence allelique p est done de 70%, et la frequence des h6terozygotes attendus 
est de 42%. 

3. Interaction entre les alleles GSTM1 et CYP2D6 

Les sujets presentant une deficience metabolique de CYP2D6 (appeles sujets 
10 « PM » pour « Poor Metabolizer ») sont definis conune 6tant les sujets ayant les deux 
alleles mutes (e'est-a-dire a la fois les mutants homozygotes et egalement les mutants 
h6t6rozygotes composites). Dans la s6rie des 103 patients atteints de la maladie de 
Parkinson, 9 patients sont PM (7 homozygotes 4/4, un heterozygote composite 4/5 et 
un 4/9). 

15 CYP2D6 et GSTM1 ne sont pas genetiquement lies, du fait de leur 

localisation sur des chromosomes diffSrents (le chromosome 22 et le chromosome 1 
respectivement). H n'est possible d'etudier leur interaction statistique que par une 
etude des cas par rapport au hasard, puisque cette interaction chez les temoins n'a pas 
6te 6tudi6e. Le tableau 2 resume le rapport de risque (RK) entre les patients presentant 

20 une deletion homozygote de GSTM1 et qui sont PM pour CYP2D6 : 
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Gene 


GSTM1 


CYP2D6 


P (%) 


RR 


Genotype 


(-) 


PM 


8 (7,8 %) 


0,16 




(-) 


non-PM 


43 (41,7 %) 


0,84 




(+) 


PM 


1 (1,0 %) 


0,02 




(+) 


non-PM 


51 (49,5 %) 


1 



Tableau 2 : Effets polvmorphiques combines des genotypes GSTM1 et CYP2D6 
chez les patients atteints de la maladie de Parkinson et leur rapp ort de risque 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

Le rapport de risque des patients d'etre 0/1 [PM7(-)] est : RR 0 \ = 8/51, 
5 le rapport de risque des patients d'etre 0/0 [non-PM/(-)] est : RR 0 o = 

43/51 et 

le rapport de risque des patients d'etre 1/1 [PM/(+)] est : RR U = 1/51, 

L'ecart par rapport a la simple interaction multiplicative entre les deux g&nes a 
ete calcule de la fa^on suivante : RRn/(RRo\*RRio) = 9,50 dans le cas present. 

10 Cette valeur est superieure a 1, ce qui indique qu'il existe un effet synergique 

entre la deletion homozygote de GSTM1 et les sujets deficients metaboliquement 
pour CYP2D6 (le test exact de Fisher donne p = 0,016), et 1' interaction est 
statistiquement significative au seuil de 5%. 

Le meme calcul a ete realise pour etudier l'eventuelle interaction entre la 
15 deletion homozygote de GSTM1 et le seul allele D6*4(B) (allele mutant de CYP2D6 
le plus frequent). Le rapport RR entre les patients presentant la deletion homozygote 
de GSTM1 et presentant au moins un allele D6*4 donne : RR = 2,18 et le test de 
Fisher donne p = 0,069 (& la limite du significatif au seuil de 5%). 
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Exemple 2 : pro ceed d'obte ntion d'une souris transffeniaue 

1. Generation d'nne souris transgenic ue exprimant la protein e humaine 
CYP2D6-B 

La mutagenese de CYP2D6-B humaine est faite via Putilisation d'un systeme 
5 de mutagenese in vitro comme le Sculptor™ (Amersham, France). La region codante 
de CYP2D6-B, incluant un motif consensus Kozak, est sous-clonee dans un vecteur 
de clonage du type Bluescript (Stratagene) et les mutations sont introduites selon le 
protocole fourni par le fabricant via l'utilisation d'oligonucleotides contenant la 
mutation desir£e. Les sequences mutees sont a verifier par analyse de sequence. 

10 2. Generation et identification des souris transgeniqiies CYP2D6-B 

Pour la construction du transgene, l'ADNc codant pour la CYP2D6-B mutee 
humaine est sous-clonee dans le polylinker d'un vecteur d' expression transgenique 
ubiquitaire comme le HMG (Czech et al., 1997) ou specifique de certains tissus/types 
cellulaires comme le THYI (Liithi et al., J. Neuroscience, 17, pp. 4688-99), NSE, 

4 

PDGF, ou encore prion. Un kit de preparation de plasmide (Qiagen) est utilise pour 
preparer de PADN superenroute. Pour la microinjection, les sequences du vecteur 
sont a eliminer par digestion avec une enzyme de restriction definie, laissant intacte la 
totalite du transgene et le separant des sequences inutiles du vecteur de clonage. 
Ensuite, le fragment contenant la cassette d'expression est purifie par 61ectrophorese 
sur un gel d' agarose. 

Les aliquotes destines a la microinjection sont dialyses contre un tampon TE 
(10 mM Tris pH 7,4 ; 0,1 mM EDTA) sur un filtre flottant (Millipore ; type de 
membrane : VS ; 0,025 \im) puis fiitres (Spin-X ; Costar ; membrane polyacetate ; 
0,22 pm). L'ADN est dilue a la concentration finale de 1-2 ng/jil pour la 
25 microinjection. Le fragment purifi6 est injects dans un des deux pronuclei des 
ovocytes fertilises de souris. Les embryons survivants sont immediatement 
transplantes dans Poviducte de meres adoptives (« pseudopregnant »). La presence du 
transgdne chez les nouveau-n6s est determinee soit par PCR soit par une analyse en 
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Southern, en utilisant des sondes/sequences sp6cifiques. Par l'ensemble de ces 
analyses, tout rearrangement majeur ou deletions du transgene dans les fondateurs et 
leur descendance peuvent etre exclus. 

3. Generation d'animaux transg6niaues comportant la proteine humaine 
CYP2D6-B dans leur genome 



On utilise la technologie de recombinaison homologue dans les cellules 
souches pour introduire le gene CYP2D6-B a la position predefinie desiree dans le 
gene de la souris. Les amorces et echantillons decrits dans la presente invention 
peuvent 6tre facilement utilises pour cribler des librairies genomiques isogeniques de 
souris (librairies lambda, BAC, YAC ...) afin d'isoler et de doner le gene 
correspondant de la souris. Ledit gene de la souris est caracterise pour son 
organisation genomique et sa sequence en utilisant les techniques standard connues 
de rhomme de 1'art (cartographie des sites de restriction, sequen9age, outils 
bioanalytiques) afin de definir la place exacte ou PADNc humain doit etre insert pour 
obtenir le profil d'expression de l'ADNc humain desire tout en interrompant 
defmitivement ^expression du gene murin. Une fois la position exacte identifiee, on 
construit un vecteur de cibiage standard pour les cellules souches (c'est-&-dire un 
vecteur ayant des marqueurs pour la selection des evenements desires, lesdits 
marqueurs etant tous bien connus de l'homme de Tart specialiste du domaine). 
Rapidement, une cassette de selection (g£ne de resistance a un antibiotique) est mise 
en limite des extremit^s 3 s et 5' des fragments d'ADN genomique de la souris (2- 
6kb) identiques aux extensions 3' et 5' de la sequence du gene murin CYP2D6-B 
situe immediatement apres le site d'insertion selectionne. 

Sur la base de la connaissance du gene de la souris, un vecteur de contrdle 
positif pour le criblage des cellules souches recombinantes est gener6 (le vecteur 
reproduit le locus du gene murin une fois Tintegration reussie) afin d'optimiser et 
valider la procedure de criblage a haut debit. 




Conformement aux procedures standards, l'ADN est pvirifie pour les essais de 
cibiage. Le vecteur de cibiage est introduit dans les cellules souches en utilisant des 
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techniques d'electroporation standardises, apres quoi les clones de cellules souches 
sont soumis k une procedure de criblage sequentiel (antibiotiques) de fa<?on a 
favoriser les clones de cellules souches portant la recombinaison desiree. En general, 
le criblage prend environ 2 semaines. Les clones des cellules souches rSsistants sont 
5 cribles par PCR et/ou Southern. 

Les clones des cellules souches ayant la recombinaison desiree sans autre 
modification detectable dans leur genome sont developpes de fa$;on a obtenir 
suffisamment de cellules. Puis, lesdites cellules sont inject^es dans des embryons de 3 
jours et demi obtenus d'une femelle ayant ovule naturellement Les blastocytes 
10 survivants (comportant les cellules souches) sont implantes dans une femelle 
receveuse qui permettra le d&veloppement des blastocytes k leur tenne et donnera 
naissance a des souriceaux nouveau-nes composes de cellules provenant des 
blastocytes hotes et des clones de cellules souches. Ce type d' animal est appele 
« animal chim^re ». 

15 Ces chimeres (de preference des males puisque la plupart des lignees de 

cellules souches sont obtenues de souris males) sont « mariees » avec des souris de 
type sauvage de fa?on k obtenir des animaux heterozygotes pour la modification. 
L'elevage d'animaux heterozygotes entre eux permet de gSnerer des animaux 
homozygotes. 

20 4. Generation d'animaux transgeniques comportant la mutation de la 

proteine humaine CYP2P6-B dans leur gene correspondant 

De la meme fa9on que decrit precedemment, le gene murin est isole et 
caracterise. Pour ce type de modification , il est essentiel de comparer le gene humain 
et le gene murin de fa9on a identifier la position exacte ou le point de mutation trouve 
25 chez Thomme doit etre introduit dans le gene murin. Une bioanalyse est essentielle a 
cette etape. A la fin, le vecteur de ciblage est elabore et assemble de la meme fa?on 
que decrit ci-avant. Apres recombinaison homologue reussie, rien d'autre que le point 
de mutation desire n'a change dans la sequence codante du gene murin. Certains 
marqueurs de selection peuvent rester dans un intron, mais ils n'ont en general aucune 
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influence sur l'expression du gene. Si necessaire, ils peuvent etre elimines en utilisant 
une seconde generation de vecteurs de ciblage incluant des elements de 
reconnaissance recombinase. Une fois la construction assemblee, les etapes sont 
identiques a celles de la procedure decrite pr6cedemment. 

5 5. Generation d' animaux transgeniques dont le gene GSTM1 est inactive 

On procede de fagon analogue aux procedures decrite pour le gene CYP2D6- 
B. Des amorces et 6chantillons sp6cifiques sot utilises pour isoler et doner 
Phomologue GSTM1 de la souris. Lorsque la structure et la sequence pertinente du 
gene GSTM1 de la souris sont etablies, la localisation la plus appropriee dans le gene 
10 pour permettre d'inactiver definitivement le gene est identifiee. Le vecteur de ciblage 
est alors assemble et introduit dans les cellules souches. Les cellules sont criblees et 
les animaux transgeniques obtenus comme precedemment. 

6. Generation des animaux double transgeniques 

Les animaux transgeniques sont obtenus et identifies selon des procedures 
15 standard deja decrites (e.g. « Manipulating the Mouse Embryo » ; Hogan et al CSH 
Press ; Cold Spring Harbor. N.Y.). 

7. Analyse par Western blot 

Le tissu cerebral de souris transgeniques et de souris controles non 
transgeniques (littermate) est homogenise sur de la glace dans une solution de sucrose 

20 0,32 M contenant des inhibiteurs de protease (Complete™, Boehringer-Mannheim, 
Allemagne). Les debris cellulaires sont elimines par centrifugation a 4°C pendant 5 
minutes a 1500g. La concentration en proteines dans le surnageant est mesuree a 
l'aide du test de proteine BCA (Pierce, USA). Pour la detection de CYP2D6-B ou 
GSTM1, 25 ng d'extrait proteique sont incubes a 56°C pendant 20 minutes dans du 

25 tampon de depot Laemmli contenant de l'uree a 8 mM et du dithiothreitol a 50 mM. 
Pour la detection de CYP2D6-B et de GSTM1, 25 jig d'extrait proteique sont 
denatures k 95°C pendant 10 minutes dans 30 |il du tampon standard de depot 
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Laemmli. Les proteines sont firactionnees par electrophorese sur gel polyacrylamide 
(SDS-PAGE). Apres transfert des prot&nes sur filtre de nitrocellose (Amersham, 
France), le filtre est chauffe dans du PBS pendant 5 minutes afin d'augmenter la 
sensibilite, et imm6diatement sature avec 5 % (poids/volume) de lait ecreme en 
5 poudre dans du TBST k 850 mM (Tris-HCl pH 8,1, 150 mM NaCl, 0,05 % (vol/vol) 
Tween 20) pendant 1 heure et incube la nuit a 4°C avec Panticorps primaire en 
tampon TBST seul. La liaison de l'anticorps est ddtectee avec un anticorps anti-IgG 
conjugue a la peroxidase de Raifort (Amersham, France) suivi d'un systeme de 
detection par chemiluminescence (Amersham, France) selon les instructions du 
10 fabricant. Pour la detection de CYP2D6-B ou GSTM1, les anticorps monocionaux ou 
polyclonaux sont a utiliser dans des conditions faciles a etablir par l'homme de l'art. 

8. Manipulation des animaux 

Les animaux doivent etre heberges dans des conditions de temperature et 
d'humidite controlees et soumis a un cycle de 12 heures de jour/ 12 heures de nuit 
(lumiere 7 :00 EST). Les animaux ont libre acces a Talimentation et a Teau. Les 
experiences menees sur ces animaux sont k r6aliser avec l'accord du Comite 
d'Ethique d'Aventis Pharma sur le soin et Tutilisation des animaux, en conformite 
avec les standards du « Guide for the care and use of laboratory animals » (National 
Research Council DLAR) et dans le respect des reglements fran^ais et de la directive 
CEE. 

9. Neurohistopathologie 
9.1. Preparation du tissu cerebral 

Les souris doivent etre profondement anesthesiees (Pentobarbital: 60 
mg/ml/kg i.p., Ketamine: 40 mg/ml/kg i.p.) puis perfusees en transcardiaque avec du 
25 serum physiologique puis du paraformaldehyde (4% dans du PBS). Les cerveaux sont 
ensuite preleves puis postfixes dans la meme solution de fixation 24 heures a 4°C. 
Apres la fixation, les cerveaux sont separes en hemicerveaux droit et gauche puis 
soumis au protocole classique d ! enrobage dans la paraffine. 
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Les hemicerveaux gauches enrobes dans la paraffine des souris transgeniques 
et non transgeniques, et egalement des blocs de tissu de cerveau humain postmortem 
(cortex frontal) de sujets atteints par la maladie de Parkinson et d\in sujet controle 
sont coupes a 6 p,m d'epaisseur (coupes seriees), via l'utilisation d'un microtome 
5 (LEICA RM 2155, France). Les blocs de tissu correspondants aux hemicerveaux 
droits des souris transgeniques et non transgeniques sont coupes a une epaisseur de 25 
|am. 

Pour chaque experience d'inmiunohistochimie, les coupes de cerveaux doivent 
d'abord etre deparaffinees avec du xylene et deshydratees dans de Tethanol 100 %. 

10 Les coupes sont ensuite incubees dans de 1'eau oxygenee (1% dans du methanol) afin 
de bloquer les activites peroxidasiques endogenes, rincees dans de Tethanol et du 
tampon citrate (citrate de sodium a 10 mM, pH 6) et finalement placees dans un 
micro-ondes (650W, Whirlpool) pendant 2 fois 5 minutes dans la solution de citrate. 
Pour les experiences d'immunomarquage des proteines CYP2D6-B et GSTM1, les 

15 coupes sont soumises a une etape supplementaire d'incubation de 3 minutes dans 
Tacide formique a 80%. 

9.2. Marquage immuno-enzymatique 

Apres une incubation de 30 minutes dans du tampon de blocage (serum 
normal de chevre (Chemicon) a 10% dans du PBS contenant 0,1% de triton (Sigma)), 

20 les coupes de cerveaux d6paraffinees sont incubees dans la solution d'Ac primaire 
(toute la nuit k 4°C). Apres rin9ages, les coupes sont mises en presence de TAc 
secondaire biotinyle (pendant 2 heures a temperature ambiante) puis en presence du 
complexe avidin-biotin peroxidase selon les instructions du fabricant (Kit ABC 
Vectastin, Laboratoires Vector, Burlingame, CA). La 3-3 f -diaminobenzydine est 

25 utilis^e comme chromogene pour Tenzyme peroxidase. 

* 

Pour les experiences de pr£absorption, TAc anti-Bax (anticorps PI 9, Santa 
Cruz) est incube avec le peptide synthetique Bax (Controle peptide PI 9, Santa Cruz ; 
concentrations du peptide testees: 0,002 et 0,02 et 0,2 mg/ml) pendant au moins 12 
heures avant d'etre utilise selon le protocole d'immunohistochimie decrit 
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prec6demment. L'Ac anti-cytochrome C (7H8.2C12, Pharmingen) est incube selon le 
meme protocole avec du cytochrome C purifie exogene de coeur de cheval ou de rat 
(Sigma) (concentrations des proteines purifiees testees: 0,01 et 0,1 mg/ml). 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
caracterisee en ce qu'elle comprend une ou plusieurs 6tapes, simultanees ou non, de 
detection de la presence conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la 

5 deletion homozygote de GSTM1 . 

2. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdites etapes de detection sont 
effectuees directement ou indirectement a partir d' echantillons biologiques, et 
simultanement ou non pour chacun des deux genes CYP2D6-B et GSTM1. 

10 3. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 2, caracterisee en ce que lesdits echantillons biologiques sont 
des echantillons contenant des cellules nucleees. 

4. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon les revendications 2 ou 3, caracterisee en ce que lesdits echantillons biologiques 

1 5 sont des echantillons de sang, de sperme ou de cheveux. 

5. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon Fune des revendications precedentes, caracterisee en ce que les etapes de 
detection sont des etapes de detection de la seule presence ou non de la proteine 
CYP2D6-B a F exclusion de toute autre forme mutee ou sauvage, et de la presence ou 

20 de F absence de la proteine GSTM1, ou bien des etapes de detection de la presence ou 
de Fabsence de FADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et de FADN 
presentant la deletion homozygote de GSTM1 . 

6. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 5, caracterisee en ce que lesdites etapes de detection de la 

25 presence ou de Fabsence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la deletion homozygote de GSTM1 sont effectuees par combinaison des 
techniques de Reaction de Polymerisation en Chaine (« PCR »), de Southern Blotting, 
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de Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction (« RFLP »), et/ou de 
s6quen$age direct. 

7. M6thode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 5, caract&isee en ce que lesdites Stapes de detection de la seule 

5 presence ou non de la proteine CYP2D6-B a F exclusion de toute autre forme mutee 
ou sauvage, et de la presence ou de Fabsence de la proteine GSTM1 sont effectuees 
par des reactions immunologiques mettant en ceuvre des anticorps specifiques. 

8. Methode d'analyse d'echantiilons biologiques prelev6s sur un sujet caracteris6e en 
ce que : 

10 a) on determine le genotype pour CYP2D6 et GSTM1 , 

b) on convertit les donnees obtenues en a) afin de pronostiquer le risque dudit 
sujet de developper la maladie de Parkinson et Fefficacite de traitements 
therapeutiques envisageables pour cette maladie. 

9. Kit de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson caracterise en ce qu'il 
15 comprend les diffSrents elements necessaires pour effectuer la detection de la 

presence ou de Fabsence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la deletion homozygote de GSTM1, ou pour effectuer la detection de la 
seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B a Fexclusion de toute autre forme 
mutee ou sauvage, et de la presence ou de Fabsence de la prot&ne GSTM1, 
20 individuellement ou melanges. 

10. Animaux transgeniques, lignees de cellules souches et lignees de cellules 
differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, dans le genome desqueis est 
inseree au moins une sequence d'ADN exogene g^nomique portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B et dont le gene GSTM1 est inactive. 

25 11. Animaux transgeniques, lignees de cellules souches et lignees de cellules 
differenciees a partir de ces lign6es de cellules souches, selon la revendication 1 0 qui 
sont knock-out ou knock-in pour le gene CYP2D6 et knock-out pour le gene GSTM1 . 
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12. Animaux transgeniques selon Tune des revendications precedentes caracterises en 
ce qu'ils sont choisis parmi les mammiferes non-humains. 

13. Proc6de d'obtention d'animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de 
lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, selon Tune 

5 des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend 

a) la generation d'animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de 
lign6es de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, exprimant 
la proteine CYP2D6-B humaine a 1' exclusion de toute autre forme sauvage ou mutee, 

b) la generation d'animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et 
1 0 lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, ayant la 

fonction GSTM1 inactivee, 

c) la generation d'animaux double transgeniques, de lignees de cellules souches 
et de lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, 
comportant dans leur genome les deux modifications decrites en a) et en b). 

15 14. Utilisation d'animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de lignees 
de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, selon l'une des 
revendications 10 & 12 pour tester Pactivite d' agents ou de m&hodes destines a 
prevenir et/ou traiter la maladie de Parkinson. 

15. Cellule extraite d'animaux transgeniques tel que decrit dans l'une des 
20 revendications 10 a 12. 

16. Utilisation d'une cellule telle que decrite dans la revendication 15 pour la mise en 
evidence de composes destines au traitement de la maladie de Parkinson. 

17. Methode de traitement de la maladie de Parkinson caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

25 -une ou plusieurs Stapes, simultanees ou non, de detection de la presence conjointe de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 chez 
un sujet, et 
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^'administration d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur 
activite k l'encontre de la maladie de Parkinson chez un sujet presentant 
conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et la d616tion homozygote de 
GSTM1. 

5 

18. Utilisation d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur activity 
a Tencontre de la maladie de Parkinson pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement d'un sujet atteint par la maladie de Parkinson, chez lequel la presence 
conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de 
10 GSTM1 a ete mise en evidence prealablement au traitement. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> AVKNTIS PHARMA SA 

<120> METHODE DE DIAGNOSTIC ET DE PRONOSTIC DE LA MALADIE DE 

PARKINSON 
<130> DIAGNOSTIC PARKINSON 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: amorce 
<400> 1 

gatgagctgc taactgagcc c 21 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 2 

gcaaggtcct acgcttccaa 2 0 



<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: amorce 
<400> 3 

ccgttctgtc ccgagtat 18 



<210> 4 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 



<400> 4 

ggctatcacc aggtgctg 



18 



Patent Lerv 

tnabling INNOVATOR 



htt p://www. patentlens . net/ 



(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 

lntellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
13 fevrier 2003 (13.02.2003) 






PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 2003/012137 A3 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12Q 1/68, 
G01N 33/50, 33/68, C12N 5/10, A01K 67/027, A61K 
31/00, A6 IP 25/16 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2002/002761 

(22) Date de depot international : 3 1 juillet 2002 (3 1 .07.2002) 



(25) Langue de depot : 



(26) Langue de publication : 



francais 



francais 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

01/10456 3 aoOt 2001 (03.08.2001) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : AVEN- 
TIS PHARMA S.A. [FR/FR]; 20, avenue Raymond Aron, 
F-92160 Antony (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : LU- 
COTTE, Gerard [FR/FR]; 38, rue Jean-Baptiste 
Lamarck, F-78700 Conflans Saint Honorine (FR). 
DENEFLE, Patrice [FR/FR]; 45, avenue des Fusilles 
de Chateaubriand, F-94100 Saint Maur (FR). ROSIER, 
Marie-Francoise [FR/FR]; 21, rue des Baconnets, 
F-92160 Antony (FR). 



(74) Mandataire : BOUVET, Philippe, Avcntis Pharma S.A., 
Direction Brevets, 20, avenue Raymond Aron, F-92165 
Antony Cedex (FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

(88) Date de publication du rapport de recherche 

internationale: 26 fevrier 2004 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



< 



(54) Title: METHODS FOR DETECTING PARKINSON'S DISEASE 



m (54) Tit re : METHODES DE DETECTION DE LA MALADIE DE PARKINSON 



(57) Abstract: The invention concerns methods for diagnosis or prognosis of Parkinson's disease in a subject. Said method com- 
prises steps which consist in detecting the presence or the absence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 ho- 
mozygotic deletion. The joint presence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 homozygotic deletion indicates 
that the subject may be suffering from Parkinson's disease or shows an increased risk of developing Parkinson's disease. 



(57) Abrege : Methodes de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet Ladite methode comprend les 
etapes de detection de la presence ou de 1'absence de la mutation homozygote CYP2D6-B d'une part, et de la deletion homozygote de 
£^ GSTM 1 d' autre part. La presence conjointe dc la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM 1 indique 
1^ que le sujet peut etre atteint de la maladie de Parkinson ou bien presente un risque accru de deVelopper la maladie de Parkinson. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern aid^ Application No 

PCT/FR 02/02761 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 601N33/50 
A61K31/00 A61P25/16 



601N33/68 C12N5/10 



A01K67/027 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12Q G01N C12N A01K A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



NICHOLL D ET AL: "A study of five 
candidate genes In Parkinson's disease and 
related neurodegenerative disorders" 
NEUROLOGY, 

vol. 53, no. 7, October 1999 (1999-10), 

pages 1415-21, XP001064820 

page 1418, paragraph 4 -page 1420; table 2 

TAN E ET AL: "Variability and validity of 
polymorphism association studies 1n 
Park1nson?s disease" 
NEUROLOGY , 

vol. 55, no. 4, August 2000 (2000-08), 
pages 533-38, XP001064819 
the whole document 

-/— 



1-9 



1-9 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E a earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim (s) or 
which Is cited to establish the publication dale of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•P" document published prior to the international fifing date but 
later than the priority date claimed 



"V later document published after the International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art 

'&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

22 August 2003 


Date of mailing of the international search report 

28/08/2003 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patent laan 2 
NL-2280 HV Rqsw§k 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Osborne, H 



Poctii PCT/ISA/210 (sacood sheet) (July 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern at^^l Application No 

PCT/FR 02/02761 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category ° 


Citation of document, with Incfication.where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


PALMA 6 ET AL: "Case-control study of 
Interactions between genetic environmental 
factors In Parkinson's disease" 
LANCET, 

vol. 52, 19 December 1998 (1998-12-19), 

_______ i ftftt o "T vnrt^n r\ c a r~7 

pages 1986-87, XP002196457 
the whole document 


1-9 


A 


RAH BAR A ET AL: "Glutathionine 
S-transferase polymorphism In Parkinson's 
di sease" 

JOURNAL OF NEURAL TRANSMISSION, 
vol. 107, no. 3, March 2000 (2000-03), 
pages 331-34, XP001064823 
the whole document 


1-9 


A 


STROOMBERGEN C ET AL: "Determination of 
glutathione S-transferase mu and theta 
polymorphisms in neurological disease" 
HUMAN AND EXPERIMENTAL TOXICOLOGY, 
vol. 18, no. 3, March 1999 (1999-03), 
pages 141-45, XP001064817 
cited in the application 
the whole document 


1-9 


A 


MCCANN S ET AL: "The association between 
polymorphisms in the cytochrome P-450 2D6 
gene and Parkinson's disease: a 
case-control study and meta-analysis" 

JOURNAL OF NEUROLOGICAL SCIENCES, 

vol. 153, no. 1, December 1997 (1997-12), 
page 50-53 XP001064818 
cited in the application 
the whole document 


1-9 

# 


A 


WO 01 10902 A (CURAGEN CORP ;FERNANDES 
ELMA (US); SHIMKETS RICHARD A (US)) 
15 February 2001 (2001-02-15) 
page 87 -page 89 


10-16 


A 


WO 99 55853 A (AS AH I SATORU ; FUKAYA 
KENICHI (JP); NANBA MASAYOSHI (JP); 
Y0SHIT0MI) 4 November 1999 (1999-11-04) 
the whole document 


10-16 


A 


DAL VI A ET AL: "ANTIPARKINSONIAN AGENTS 
CLINICALLY SIGNIFICANT DRUG INTERACTIONS 
AND ADVERSE EFFECTS, AND THEIR MANAGEMENT" 
CNS DRUGS, ADIS INTERNATIONAL, AUCKLAND, 
NZ, 

vol. 9, no. 4, April 1998 (1998-04), pages 
291-310, XP000989835 
ISSN: 1172-7047 
page 292 -page 301 


17,18 
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International application No. 

PCT/FR 02/02761 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) forthe following reasons : 

1. fxl ClaimsNos.: 

' — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although claim 1 7 relates to a method for treatment of the human or animal 
body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of the 
compound. 

2. fx] ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I "| ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 . 4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

see supplementary sheet FOLLOWING INFORMATION ISA/210 



1. rn As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2 . [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos . : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant* s protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 02/02761 



Continuation of Box 1.2 

The present claims 1 7 and 1 8 relate to the use of a compound defined by 
reference to a desired feature or property, namely the one whereby the 
compound is active against Parkinson's disease. 

The claims cover all of the compounds that have this characteristic or 
property, yet the application provides support (PCT Article 6) and/or 
disclosure (PCT Article 5) for only a very limited number of such 
compounds. In the present case, the claims lack support and the application 
lacks disclosure to such an extent that it is impossible to carry out a 
meaningful search covering the entire range of protection sought. 
Independently of the reasons given above, the claims also lack clarity. 
Indeed, an attempt has been made to define the compound in terms of the 
aim to be achieved. In the present case, this lack of clarity is, again, such that 
it is impossible to carry out a meaningful search covering the entire range of 
protection sought. Therefore, the search was directed to the parts of the 
claims of which the subject matter appears to be clear, supported and 
sufficiently disclosed, that is the parts relating to the compounds mentioned 
on page 1 0 of the description. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims or parts of claims 
relating to inventions in respect of which no international search report has 
been established need not be the subject of an international preliminary 
examination (PCT Rule 66. 1 (e)). The applicant is advised that the EPO 
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is 
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not 
been searched. This is the case irrespective of whether or not the claims are 
amended following receipt of the search report or during any Chapter II 
procedure. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



De m an c^^fer nationals No 

PCT/FR 02/02761 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 7 C12Q1/68 G01N33/50 
A61K31/00 A61P25/16 



G01N33/68 C12N5/10 



A01K67/027 



Seton la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon (a classification natlonale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LES QUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minlmale consult ee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12Q G01N C12N A01K A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minlmale dans la mesure ou ces documents relevent des domalnes sur lesquels a porta ta recherche 



Base de donnees electronlque consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, el si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, rindicatlon des passages pertinents 



no. des revendlcations vis6es 



NICHOLL D ET AL: "A study of five 
candidate genes in Parkinson's disease and 
related neurodegenerative disorders" 
NEUROLOGY, 

vol. 53, no. 7, octobre 1999 (1999-10), 

pages 1415-21, XP001064820 

page 1418, alinea 4 -page 1420; tableau 2 

TAN E ET AL: "Variability and validity of 
polymorphism association studies in 
Parkinson?s disease" 
NEUROLOGY, 

vol. 55, no. 4, aoQt 2000 (2000-08), pages 
533-38, XP001064819 
le document en entier 

-/- 



1-9 



1-9 



| x| Voirla 



suite du cadre C pour la fin de la Dste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

'A* document deflnissant Petal genera) de ta technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

■E" document anterteur, mais publle a la date de depot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant Jeter un doute sur une revendJcatJon de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d*une 
autre citation ou pour une raison speoale (telle quMndiquee) 

a O* document se referent a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

■p" document publle avant la date de depot International, mais 
posterieurement a ta date de priorite revendlquee 



"T document ulterieur publle apres la date de depot Internationa) ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a fetal de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le princtpe 
ou la theorie constftuant (a base de finventkm 

"X" document particulierement pertinent; i'inven tton revendlquee ne peut 
etre consideree comme nouvefle ou comme impliquant une activite 
Inventive par rapport au document considere teotement 

' V document particulierement pertinent; rtnven Uon revendlquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
torsque le document est assode a un ou ptusieurs autres 
documents de meme nature, cette comblnaison 6tant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait parte de la meme famine de brevets 



Date a laqueOe la recherche Intemationale a ete effecuvement achevee 



22 aoQt 2003 



Date ^expedition du present rapport de recherche intemationale 



28/08/2003 



Nom et adresse po state de radministratlon chargee de la recherche intemationale 

Office Europeen des Brevets, P.B. 561 8 Patent! aan 2 

NL- 2280 HV Rtjswfjk 

TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 

Fax (+31-70) 340-3016 



Fonctionnalre autorise 



Osborne, H 
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Deman 



ternatfonafe No 



PCT/FR 02/02761 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie e 


Identification des documents cites, avec,!e cas ecneant, rlndicationdes passages pertinents 


no. des revendjcations visees 


A 


PALMA G ET AL: "Case-control study of 
interactions between genetic environmental 
factors in Parkinson's disease" 
LANCET 

vol. 52, 19 decembre 1998 (1998-12-19), 
pages 1986-87, XP002196457 
le document en entier 


1-9 


A 


RAHBAR A ET AL: "Glutathionine 
S-transf erase polymorphism in Parkinson's 
di sease" 

JOURNAL OF NEURAL TRANSMISSION, 
vol. 107, no. 3, mars 2000 (2000-03), 
pages 331-34, XP001064823 
le document en entier 


1-9 


A 


STR00MBERGEN C ET AL: "Determination of 
glutathione S-transf erase mu and theta 
polymorphisms in neurological disease" 
HUMAN AND EXPERIMENTAL TOXICOLOGY, 
vol. 18, no. 3, mars 1999 (1999-03), pages 
141-45, XP001064817 
cite dans la demande 
le document en entier 


1-9 


A 


MCCANN S ET AL: "The association between 
polymorphisms in the cytochrome P-450 2D6 
gene and Parkinson's disease: a 
case-control study and meta-analysis" 

JOURNAL OF NEUROLOGICAL SCIENCES, 

vol. 153, no. 1, decembre 1997 (1997-12), 

page 50-53 XP001064818 

cite dans la demande 

le document en entier 


1-9 

• 


A 


WO 01 10902 A (CURAGEN CORP ;FERNANDES 
ELMA (US); SHIMKETS RICHARD A (US)) 
15 fevrier 2001 (2001-02-15) 
page 87 -page 89 


10-16 


A 


WO 99 55853 A (ASAHI SATORU ;FUKAYA 
KENICHI (JP); NANBA MASAYOSHI (JP); 
YOSHIT0MI) 4 novembre 1999 (1999-11-04) 
le document en entier 


10-16 


A 


DALVI A ET AL: "ANTIPARKINSONIAN AGENTS 
CLINICALLY SIGNIFICANT DRUG INTERACTIONS 
AND ADVERSE EFFECTS, AND THEIR MANAGEMENT" 
CNS DRUGS, ADIS INTERNATIONAL, AUCKLAND, 
NZ, 

vol. 9, no. 4, avrtl 1998 (1998-04), pages 
291-310, XP000989835 
ISSN: 1172-7047 
page 292 -page 301 


17,18 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Derfl |ne Internationale n° 

PCT/FR 02/02761 



Cadre I Observations - lorsquil a §te estime que certaines revendications ne pouvaient pas falre Pobjet d'une rechercti 
(suite du point 1 do la premiere feu ille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs sulvants: 

1. I X I Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel I'admlnlstration n'est pas tenue de precede r a la recherche, a savolr: 

Bien que les revendi cation 17 concerne une methode de traltement du corps 
huma1n/an1mal , la recherche a et§ effectuee et bas§e sur les effets Imputes au 
compose. 

2. | X | Les revendications n 055 ~ 

se rapportent a des parties de la demands Internationale qui ne remplissent pas suffisamment ies conditions preserves pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir feuille supplemental^ SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. | | Les revendications n 05 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redlgees conformement aux dispositions de la deuxleme et de la 
trolsJeme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'admlnistration charges de la recherche Internationale a trouve plusleurs Inventions dans ia demande internationale, a savoir: 



1 . F Comma toutes les taxes addltionnelles ont ete payees dans les deiais par le deposant, le present rapport de recherche 
' — ' Intematfonale porte sur toutes les revendications pouvant faire fobjet d'une recherche. 

Comma toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prevalent ont pu etre effectives sans effort particulier 
justifiant une taxe addltionnelle, Padministration n'a solicits le paiement cfaucune taxe de cette nature. 



3. [ Comma une partie seulement des taxes addition nelles demandees a ate payee dans les deiais par le deposant, le present 
I — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelies (es taxes ont ete payees, a savolr 
les revendications n re 



4. r H Aucune taxe addltionnelle demandee n'a ete payee dans les deiais par le deposant En consequence, le present rapport 
' — I de recherche Internationale ne porta que sur Finvention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 03 



Remarque quant a la reserve 



I I Les taxes addtionrteHes etaient accompagnees cfune reserve de ta part du deposar 
I [ Le paiement des taxes additionneiles n'etait assort! d'aucune reserve. 



Forrnulalre PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuifie (1)) (juHJet 1998) 
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Demande internationale No. PCTyFR 02 j02761 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les presentes revendications 17,18 ont trait a la utilisation d'un 
compose qui est defini en faisant reference a une caracteristique ou 
propriete souhaitable, a savoir le compose a une activite 
a 1'encontre de la maladie de Parkinson. 

Les revendications couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de 1 'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de V Article 
5 PCT que pour un nombre tres limite de tels composes. Dans le cas 
present, les revendications manquent de fondement et la demande manque 
d'expose a un point tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendications est impossible. Independamment des 
raisons evoquees ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. 
En effet, on a cherche a defini r le compose au moyen du resultat a 
atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau tel 
qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont Vobjet apparait 
etre clair, fonde et suffisamment expose, a savoir les parties concernant 
les composes mentionnes dans la description a la page 10. 

[.'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a et6 etabli ne peuvent faire 
obllgatoirement Vobjet d'un rapport preliminalre d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est avertl que la ligne de conduite adoptee par l'OEB 
agissant en quail te d* administration chargee de 1'examen preliminalre 
International est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminalre sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, Independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapltre II. 
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